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1 2 

BwGhTedbnng D» Vernetzung von Hemoglobin mitteb bi- oder 

Die vor*«™d* Erfindung betriff, ueuc Sauemoff- S^^^S^So™^^" 

Konjugate enihahen, sowie Verfahren zu deren Her- . bte h^olalX T* Ha *?Sk- 

u» H .,_ J*. . , , , netzung von Hamogioba werden beispietowe se in Be- 

J^L^}^ S ^- ^ ^ ^ UnfaI1 * * nesch (Metb.Rn.ymoJ. Vol 231 (19941 267-2741 Kel 
oder etoer Operation, wird in den meuten Fallen nut pen ^nrtrnt^W^n^m-TiA ^^Z 
^a^^Mn^ebetaiideh.I^dainiteMozi. etS. (Proc. si USA^ f 1 9^ 7^1 ™S 

tnogenraOrjpijlsmen.msbeWerevoiiW^wleH^ (199511351 142) beschr^T wopnj *' ACta * 1248 
Oder H^pattfa-Erregem. sowie die Notwendigkeit der » Bei emer nkht-^ekthienVernetenns enmteh™ in 
Blu^pent/pisiereng vor der TYanrfusion rind dem tennolekuto ^erSTwrfmOCProK 
^^fc.-ed.ta^ Em^cndeV^eM^^^n^ 

Produkt wtlrde mcht nur diese Probleme Ltaen, sondes » Subs, and tamob Bfctedb. 220Hl^l^Q«n^ 

SS^SSS 81 ""^ ° <ler ^bin-Derivete uad die mil dem Umischen Bn»wzv£ 

fflSKS? 1 ^ ^ bundenen Probleme geben die VeroSemBcaWra von 

^^^ B f^ Metaemdwartl 8 enPpodalabe - GouUetaUTransftiiScL 16.(199515^77 ^d^7r>r« 

J^JJ^Ji 27 ^ blsher Seines der bekannten • 159-179. ^ ^ K ' 

n^e^ edenStatUSeiae8ZUgelaSSanenAlZnei - • Bei™ H^gtobin-Konjugate werden umfaaend 
rT„ c u m__ . in Xue tmd Wong (Meth. in EnzymoL 231 (19941 S. 

n^Sfl«^S^M n Ch 2'^ , t in 33 D! ? 26 46 85* beschrieben. Letztere offenbart Verfah- 

nem MolekulargewKfat (MG) von 64 KDodahon (kDa). ren mitteb derer Hamoglobin an Hydroxv^vist^ke 
^ 3 ^TJSl aU3 ^ °" r 1 die gebunden wird. htta^^SB^L 

taffiSSSlS^d""* - em £■«*■■*■ Natriumperbdat umg^w^SenwehenDS- 
baben. D«bei bandett ea si* um emen Porpliyrin-Ring denyde. an die Hamogtomn gebunden whU Demroren- 

H^gkbin-Mole- <o fiber bescbreibt die DE26 lt(S^^n^£ 
^S^Tto^^fS^^^ Hydroxyetbybtarke SvS 

End! I^S^^o^W 1 < vgL Bnnn & ^ Sa^totf-BmdongMffinhat der Hlmoglobm- 
NaSk^rri u"^;?? 4 } . . Denvate hingt neben der Awwahl von geeigneten Ver- 

J^^^w.*^ 16 ^^ 0 ?: 1 ? 0 ^ 15 bewBen Mtztmgs-^md/oder Pc^erbatioSKL^ vom 
^.Z^J^T^t 1 M ^ Verunrei - Uganda, der Hta-GrSppe wlhrend 4? V<£w£ 

SSll J^'f 6 , r ^ UaU f en ^estandteiten m- go und/oder Polymerisation Tab. Ory-HflmogtobkoS 
rtogefDhrt wurde (vgl Rehhan, Aim. Surg. 176. (1972) Bchneil zu Met-HSmoglobm C^-B^«K «ne^ 
nL-t-ki. . ,. bobe Sauerrtoff-BindanBsafiuutflt beshzt. urn ab Sauer- 

Ferner feb^ emer iwhmen Hanxjgtobm-Zusainnxen- .toff-T^uwpon-Mttel^gnet a*lte»ta 
^Zfl^^S 0 ^^^ 0 ^ w 5 khe8 Stnanm*, VerfahXX HenrteDung von HBOC 
^hmm^T ^T 1SChen A^"" der San«- as Derivaten aucb mU r^xy-Hamogmbto durdtg^hrt 
^Bbuian^oanitenL Daraus rssultiert erne gesteigerte (vgL Benescb. R. E ajuai 

Sa^toff-Bffldm«MfnBtot «te boUerten HSmogto- Die bisherigen Verfahren zur HersteUung von ver- 
^ 1 pl^ h jr ber !! hen i eiD 7 mb ^ Sa«^ netzten und/oder konjugierten HBOOProdnten er- 
atoMreisetzungsvennogen derartiger Zusammenset- mogfienten jedoeh kemeTetektive Blndung vonHW 

w_ j 64 * lobin 40 *»s jeweilige Polymer. Es entttand in alien 

KSn?S^r jSart,ette S v m denv>tJsierten Hamogte- Verfahren ein Gembch von Co-Polymeren. desaenB^ 
^t ^ 1 ^. djher in erster lime daranf ge- standtene unterschiedBche biologiX AiSvSa^- 
S^Z^fT >W ^ a8 ^ ds ? uchaftea m wiesen - Das Reaktioniproduta, bzw. die Zusammenset- 
djej>ep^tooniid»en Symptome zu zung der Mbcmmg koSnte bbhrng nur grob charakteri- 
Dab ^. wurd8 Hamoglobin taramolekubr es stet werdeTsowohl die a6h^lek& ftodukte 
J*™**!™ Md ™l™ n ^ermHBOC-Fonnen (MO > 500 kDa) ab auch resUoale, tetramera Format 

P ^ e8eto P" mnen ™ toid ^ len Nebenwirfcmgeal^ Entfem^ 
pelt, rnn konjugierte HBOC-Formen zu schaffen. der jeweiligen nieder- und/oder hochmolekularen An^ 
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s^sssssstssst^jz sea *™ ^ 

beutevertoste, wodurch die WiSafdkSdei ^il^ Seuemoffbiwhjngsaflutat auf. 

We bisher getesteten HBOC-ft^^esen zu- , H^£fT^.S? 08,l( * t <*» TOa 20 bis 5oX 

«en kitchen Studien ^SSbK^ m^S^kZ^Jf 0 ^^ Magen derBto^- 
wesentuchen tetramere HBOC-Fonaen *BtMzufuh? T^?^*™^ ve " ns *»« daher kelne hypaL 
^ S imJ(v B LGouldetaUa.aX>,uJd^K&Sr S^feS^"- Da5 ^uerstoff-Tr^W 
Molecular Medicine Today, I, (1995) i^-ffiS . ^ anti S ene «*b pyrogene BesSnd- 

ntederadekalarenHBOC-FoAien^todeS^ " SlT"'' 1 ' ^ ^ ^SdschlX 
dem Blutkreislauf in die endothsliafen Z^aSi Z ^S ngea . 

BtatgefaBe Qtenutreten. Die bXandmSffinS J^T^ 510 ** ubeixaschenderweise fest- 
er >^k>bm fur ^ KSd^Z^^ r ^^ enEi « en<ch « rf - 
EndotheHal-Derived Relays Factor. EDRF) fllhrt T » m£ JSSSS&P** f mem bevoraigten Mit- 
ru.dafl3K±diefrei verfQgbare NO^Menge todteem mlJh^mWSE™ T* v <**™»«satz ge- 
Gewetenach Applikation von HBOODrfvntenX D^feH? ^tX^tl^ Arm^-Foochuig/ 
stiscb. reduaert Ais Folge der lokaleu Vorrin^™^ «^ki^ 4, » ( , 1991) 494 ~ 498 i "» dem Konjugat erhaT- 

striktwn. die zu Hypertonic fuhrt ^ uZS"^ begrftadet sich sorait auch durch elne 

Jia et aL (Nature, 38*, (19S6) 221-226} ichreiben d™, SS™ Combination der vorteilhaften Saaer- 

des NO-Kreislaufs zu. Demnscb wird MmoSb £ Hlawfita^BJga.artm der Hydroryethyl- 
der Lunge kooperativ oxygeniert und S-tntroaukn. Die Das Seii«««ff TV.- - w . 
NO-Gruppe wird wahrend des arterio-ven^Obet! _ J^7^*' TT T P °I t '? Iktei weist ^ va *- 
gangs auf andere Protdne Obertragen, wekAedad^A SZfX?- "^J"? ^ Molekaioberflacne des 

cine NO-ab^gefaBerweitS^S eSuS Ob^Z^-^}^ 01 ^ 
Vernetete > HBOCP««takte besitzen jSo*fa3?S mSK^SS tajgesteut. dafl das Ha- 
gelketaetawperativenEigonsdwftenmebx. Z^hv] a «^<f^ r 888 ^ 60 Htaoglobm-Hy- 

uSS^fS "»»cbe AWvWU der biaher getesteten «, ffl^SS' durch . *•« Absctfnm* 
M^Produkte wurde u. a. von Alayash and Caahom mSS^ "* M »>uschen Rrioxreaktio- 
beschneben (vgL Molec Med. Todav rt«wTTrt\ ^wuzunemnen. 

Demnach sfad Wglobm-lMf'aSfiftS ^ rte " 5" «findungsgema6en Sauer- 

Bytb^ozyten an Redox^Z^teStaleS gft 'm^ ert $l? tai * 
Veriauf hochreaktive HSmogiobin. und SaSwof!^ „ K^r£J^!! lobm ^ ^"8" gleichzefrig in 
aes entsteben, die u-a. fur Upld-Pett^tionWa^ S.^S°?„ v ? ralreicht werdea kCen, 
wortBcbgemachtwerdea enwwanon verant- ota« dafl dadurch der kolteid-osmotische Druck erhoht 

kationsformen entwJckelt, bei denT^n^^ 40 ^S^,^^;^'^ 1 to ^ S 
M-ab^T^n^o^eUenTEglff^: voJzSS^lT 1 - 13 8/(111 ^ be- 

Zusammenfassend kann festgehahen warden, daB die Hemih^^i < L^ B t? en i* n ErfIndnn « «*d zur 

bisber getesteten HBOC-Produkte keine AxSeSittd! 65 H ^ to bin-Hydroxy«byl«arko.lCon- 

xulassung erhalten hahen. da deren^bcte^S BJ^X^-^ und pa- 
duagato Saumtoff.Transport.MtoeltenTdurcbX « KS^^^^ ^ ^ ta Stand 

unzureichenae VertrtgKchkdt verinaoert wurdT^ W oJ^^r^^ betchrlebenea Verfahren ge- 

. Au/gabe der vorDegenden Erftaa^^f ^ daher T w & k ?? t 088 Htaoglobm kann vernelzt 

em Sauemoff-Transport-Mhtel zur ^ftam? al* ~ht^ 3 T n ? ,e r ^ Das Hfimoglobin kann 

la, Welches ais Blutersatmoff klmisch ve^Srll S^^r b V^ bm Oder rekombinanten Ur- 

Ene weitere Aufgabe dieser Erfindung Dwtote n£ „ ^f n t!^ Ra ? men , der vorflegenden Erfindung 

fflr das erBndungsgemafle Sauewoff-TranspoiSeT SmX^i Hydrozyethybtarke immunologische 
Diese Aufgabe wird durch ein Sauerstt^St. vTh^^J?^^ die der Verwendung 
Mtoel gelflst. welches ein Hanwgtobnv^drwiK S^sb 6111 M «™rten waren. Em! 

s^ke-Konjugat enthalt, in oem Htaog^bto K „ waitfr^ 0 betriff t 
i^oxyethylstarke selektfv fiber AnildbinduWrwi! ^^M^°^!?? 0rt - Mhte1 ' weWles ^ Htao- 

Es hat ach uberrascbenderwdse gezeigt. dafl erfin- " fc^tt^ ™ un 8 wW ffir die Her-" 
dungsgemaSe HamogJobfeHyd^xSmX-KS- ^teTbLvfaL 1 SZ^' HydlX}Xy f hyismie - Ka ^ 
jugate hervotxagend ais SauSSpo^Mteei S.^l&T^^ » 
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5 6 
Bindungsaffinitfit aufweist eme selekttve fiindung von Htaoglobin an Hydroxyet- 

di^^r^ 1 ^^ byis^wodoi^einSauentoff.Tran^ 
dieses mittels Veraetttung imd/cder Polymerisation m stent Das Konjugat wird in emem mehrstuflgen Verfah- 
der tetrameren F6rm stabihsiart werden. Durch Vernet- ren hergesteUt, bei dem man die reduzierenden End- 
j^untfc^PcJyme^ s gruppen von Hydroxyethylstflrke zuntchot oxkfiert und 

bm ajochzeifig zur rewdblen Souerirtoff-Bmdung un- anschHefiend Hamoaiobm fiber freie Aminognxppcn 
ter pbypotoglioben Bednigungen beffihist Dem Fach- mitteb Amidbhidungen an die oxknenen Bndsrappen 
mannswd eine riehato von Ver^ der Hydroxyethylstarke koppeh. 

oder Pdymerfsafijw bekannt E rfmriirnm gemaB k&nn Ah Ausgangsmaterial ftr das Verfahren win) vor- 
ein beaeo^ V^anren verwez^ werden, sofern dno 10 zugsweise Hydroxyethybtflrke mit einem mittlcren Mo- 
mniogioto data stabiHsiert wird und die sewttoschte lekiuargewfcht von 5 bis 40 kDa verwendet beconders 
Sauenrtoff-^lmtat (P w von 20 Ms 50 mm Hg) erhfilt bevorzugt fat Hydixmyethvlstaike mit einem mitderen 
Bevojzugte Veratarngsverfahren nmfassen die Intra- Molekuiargewicht von 5 bis 20 kDa. Bevorzugte Hy- 
moiesiUare Vernetamg mit bls^yridoxal-Tetra- droxyethyiiitilrke ist ferner durch einen moiaren Substi- 
p^ta (v|£K^erm , 5 tutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhahnis von 

^LfB ^f^< v ^nyd^et aL, Proa NatL QtQrSnbstitution im Bereich von 2 bis 20 charakteri- 
Acad. Sol USA, 84 (1S87> 7280—7284) oder ems Ver- aiert 

A^fn^ Polymerisation RA*fmoae (vgi EP- lm Rahmen der Erfindung wird for die HersteEnng 
0 pl^T . . . . . ■>..■ dea Sauei^ff-Tran^-Iiaittefa bevorzugt rtroma- 

f 5*^**? b T Dd ?' 8 ^ orza ^ Aosfuhrungs- 20 freies. gereinigtes, pasteurisiertes, vernetztes und/oder 
form der Erfindnnffliegt das Hflmoglobin vorderKopp- polymeriaertes Hfimogiobin verwendet Das HamoKlo- 
™S *? Hydrwryethyistarke in decosygemerter oder bin kann dabei nienschhchen, tierischen oder retombi- 
teflwexse desoxygenierter Form vor. Bei teflwefae de- nanten Urspnmgs sent im Rahmen der vornegenden 
soxygenlerten Pbrmen amd Zusammensetaungen be- Erfindung wird bovines Hemoglobin bevorzuet da cs in 
^^^'^^toSOttaw 23 isolierter Form eine Sauertstoff-Brndmigsaffimtat auf- 

»J* ^O^Hamogtobm bestehen. waist, die eine reversible Saneratoff-Binc^ unter phy~ 

FtojheHercte^ sblogiacben Bedmgungen eraogfcht 

Sfrr^r 3 ^^- J^Tf^ dle ^ Mo " Nach einem bevorzugten Verfahren der Erfmdung 

Iefculargewicht von 5 bis 40 kDa aufWeist, wobei Hy- werden die redurierenden Endgruppen der Hydnnye? 
dro^etbyis^ke mit emem mittteren Moiekularge- 30 bylstfirke oxidiert, indem man d^Hydroxyemybtarke 
wlcnt von 5 bis 20 kDa besondem bevorzugt ist Bevor- zunachst nut einer Iod enthaltenden L5aung Yermiscbt 
zugte HvOjwKyethylstarke ist ferner durch einen mola- unddanach Kaliiaiihydroxyd-Losunff dazugftt 
ren SubOTutoiagrad von 04 bis Ofl und ein Verhaitnis Nach einem weiteren bevorzugten Verfehren der Er- 
vonC^^-Subontution im Bereich von 2 bos 20 charak- findnng wird das Hemoglobin in einem zweken Schritt 

te ^S_ nft . ^ 33 an dia oxidkrten Endgruppen von Hydrcoryethybtfirke 

. BJ ™ u 5^S«naB ^evorzugte Hydrozyemylstfirke gebunden. Die Reaktion kann beispiekweise durch Ver- 
torn onrch S^l^drojyae, beispielsweise mit HO, aus mischen der Einzelkomponenten bei 40° C durchgefOhrt 
etaernn Handel (Sigma) erhaitbchen Hyorozyethyistar- werden, Dabei kommt es zu einer mikieophflenSubsti- 
se nut ver^eichsweise hdherem Mcaekulargewicht ge- tutionsreaktion zwischen einer freien Aininognippe des 
wonnen werden. Die HydroxyethyUtfirke wird anschHe- 40 Hamogtobins und dem Lacton der Hydrozyetbybtarke, 
Bend iiime^ Ai^nfalhing gemnigt wobei eine An^bindung entsteht durch die Hamoglo^ 

Dsji Molekulargewfcht des erfmdungsgeniaBen Ht- bin an die ojadierte reduzierende Endsruppe der Hv- 
? ^^^? f ^? et ^ taTke " Kon j ueflte8 ^ drozyethyktarke gebunden wird 

dem Molekulargewicht oder der Molekulargewichts- ErfindungsgemfiB hat es sich demgem&8 Obemi- 
^ggggdes emgesetzten Hamo^obina, der MoJeku- 4s fichenderweise gexeigt, daB nach dem Verfahren von 
rg^fT^^^ emgeseteteo Hydroxyethyi- Hashimoto et aL (Kunststoffe, Kaatschuk, Fasern, 9, 
stfrke und der Auswahl der Reaktiorabedrngimgen ah. (1992) 1271-1279) zur HerateDung von Block-CopoJy- 
HrtodungsgemaB werden Hamc^oWn-Hydroxyethyl- meren aus Polysaochariden und Polyamiden, Hamoglo- 
sta^Konjugate bevorzugt, deren Molekulargewicht bin so an oxidSerte Hydroxyethyistarke gebunden wer- 
zwiscben 100und700kDaKegt, wobei em Mokknlarge- 50 den kann, daB ein besonders vertrfighcbes Sauerstoff- 
wtoht zwischen 200 und 300 kDa besondero bevorzugt Transport-Mittel entstehL Unter Verwendung der erfin- 

t™ a « , MJ a m dungBgemaBen Lahre laflt akh die Synthase ernes H8* 

Im Rahmen der vorfiegenden Ertlndnng wurdefert- moglobm-KonJugates erstmals soweit kontroflieren, 
g^teuXdafi 0^ bakanntern^OT daB tetramere Hftmogiobin-Fonnen an Hydroxyethyi. 

jorng von Sacchariden auf Hfimogiobm (vgL Rudolph, 53 stfirke gebunden werden, ohne daB em nennenawerter 
Gyobwiogr, 23,(1988) 1-8) auchvonder Hydroxyet- AnteU an hochmolekularen Hamogiobm-Formen ent- 
nytetarke dec {Conjugates auogeht, wenn kurzkettige steht 

Hyoroxyethylstfirke verwendet wird Brfindungsgema- GemaB einer bevorzugten Ausffnwungsform der Er- 
Bc ^auerstoff-TYansport-Mhtel wdsen gegenflber un- findnng werden de Reaktkmsbedingungen so ausge- 
f °^^«?^^o?r 0di ^. IJ ^ dQe verbes8erts 60 wahlt, daB ein Hamoglobin-Hydroxyethylmrk^Koiuu- 
Ugarstebflitat bei 4°C und bei Raumtemperatnr aut gat entseht, das em Moletauargewicht zwischen 100 und 
Damhist das Sauerstof^Transport-Mittel uberraschen- 300 kDa aufweist. wobei ein Moiekukrgewicht zwi- 
derweise selbst zum Trager der vorteflhaft otabffisieren- achen 200 und 300 kDa besondero bevorzugt ist 
den Elgenechaf ten der Saccharide geworden. Nach dem er&iduinjsgeinfiflen Hergtellungsveifah- 

^ Gegenstand der vorliegenden Erfindung smd auch die as ren erfolgt eine onnahernd quanthative Umsetzung des 
Y^TT yJS3? i te *[ ^OTtoff-TVanspon- Hamogtobins mh der Hydroxyethylstarka Es verblci- 
Mmel,Gle etaH&noslobn^^ bco somh auch kaum xuedermolekailare Hamogiobin- 

gat enthaiten. Diese Verfahren ermogttchen erstmals Formen im Reaktionsaiisatz, wobei ein Gehah von we- 
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bevonugten AmUtn^J^SSlSZ W ^5! n Au3- 

keme anfwendisen ReWsanajvatfata^WrfT^ Htooftobms an die selektiv osidkne Hvdro^w 

J£ ^«"^n Verfahren wird Cy. ^off-T^n-I^e «tfe 

Nach AtechluB der Reakdon kaim das RedukW 43 ^Nitroso-Form zu taSXifauES * 

rSS*^**^ * gsgasawt'B&BSS 

den redoaerenden Eatoupoen se^vnrfJ^T^! M untor SauerMofl-AussehtuB. Die v£S^ vSLS: 

«^ S£h,& Ectoehd^Produtowirdder^w^^S^ 

starice (MG s w kDa) mach« mhe^aiNteX" v~ v ? riie8 J ende betritt «E*SoX?di, 
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darts dokmneatiejt. 



10 



Konjugatea 



Hydroxyethylstflrke 



ppenvon 



2u elnar in v/enigar ah 3 ml detenUertam Wasser 
^fS^^iST 8 t™**""**™* Hydroxyethyl- M 
man 2nd oner 0.1 N Iodtenmg gegeben. AnschBeflend 
wgegebeo, bts die vom Jod atammende Farbe vS- 

^i^? 11 ^ W ¥ erholun S desoa-Schrittes wurdan » 
14 ml jodldsung und 23 ml KOH-L&mng zu demS 
doBsanffiQgegeben und die MicchunglmBcMieBendfar 
water* 30 igfe gerflhrt Danach w^ffiSSlw 
Dialyse mh emem AuaschiuBvohunen der DiahSmem- 
brtnvon etwa 9 kDs untemaf an. Nacb cnromirtogra- « 

suae (Attberfte K-120) wurde die Losung Jyophfli- 
aeit Die Ausbeute lag in einer OrtfleawSiig 



B.1 Desoxygenienrog von Hfimoglobin dnrch Begasen * 

BovinesHamogtebia (Biopure, Boston, USA) in einer 
Kowenwtion von 6g/dL in OS M Nat* 0.1M 
Na»HP04 und <WS M NoHOOj wurde du«^Be«sen so 
a«0)?ygeiiiea Das HSmogJobln las zunflchst zu MWs 
^!?/^,L™^^^ Ioto TOr - We Descayge. 
£X^ ,Ste , fa u, e, ? SB Sescnlossaea BehaJte?. in 
dan dte H^nogtobin-Losung fiber efnen Gasaiumo- 

^^^LT^ VS!** *» Membran kontinu- * 
lerttch mit Nj bai emem Druck von 10 osi besast wur- 
d^Bel dnen Gebah von 70% Dj^yX^ m 
wurde die Desoxyptoarung beendet AnscbBeflend 
wurde das HflmogJobm unter NrBegasung lyophffisiert 

&2 Desoxygenienmg von HSmoglobin mittels * 
chemaeher Reduktjonsmitte) 

ir J^ fa ^? am0| ** in ( B, °P U «> Boston, USA) in einer 
Konzentrenon von 6g/dL in 0,3 M Nad. 0,1 M as 
*2»2» ■* COS M NaHCOs wmde obemto* redu- 
Sf^Sf worde «"* Hamoslobin-Lasuns mh 100 mM 
Na-DIsufflt vwaetrt. Nach einer Stunde b^tand dfere- 
«jlto«jde Uteung ro 75% Di^-HImoglobin: Das 
^B^wmte mittels UhranhwtfoXidner Mem! „ 
bj^A^Wu^e von 50 Ufc abgetrennt An- 
gg^wurd-e das Hamogtobin unter Nj-Begasung 

C Kopplucg von Hamoglobin an die oxldierten « 
Endgruppea von Hydroxyethylstarke 

Jeweils etwa 1 g des in den Schritten Ri und R2 
hergesteilten Hamogbbms wurde in 13 ml DMSO auf- 
ES.hT'.S *** ^j^^fcnidbodenfle- « 
nTt?^^ wnrde <S0°C langsam eine in 
0J5 rnl DMSO aufgenommene Losung von gemBB A 
wddiei^ HyuVosyeihjtearke gegobSi Nach»^0n- 
digemRfllireabd^CwurtederRflcIcatandQberOel- 
pejmeationschromatosraphle (GPC) and Ultrafatradon as 
aufgereimgt und damit vom LOsungsmlttel beteitDie 
5ft*[ H^blnprSo^urS 
mit HDfe der OPC anband von gebrfiuchBcben Stan- 



Paten txusprQcbe 

1. Sanerstoff-Transport-Mtaei entbaltend ein Ha- 
mogtobm-HydroxyethylstaifeKonlugat. dcdureh 
^^^"fi «aB das Hamoglobm und die Hy- 
^j^^^^^^KonJagat selektiv fiber 



2. &oeretoff-Transport-fcSittel nacb Ansprucb 1 
dadnrch gekennzeidmet, daB das Hfimosiobln-Hv- 
^^^•K^j^ to Sauerst^-TrJ 

a Sauenitoff-Transport-MItteJ 
dao^g^nnzmchnei.daB das Hfimoglobin-Hy- 
droxyeAytaarto-KOTjagat im Seueratoff-Trans- 

i^^-^P«t-Mlttel nach einem der An- 
gwobe 1 bas 3, dadnrch gekennseichnet, daB das 

f^^^a^rt-Mfttel nach einem der An- 
™»» ta 14, dadnrch gekemueichnet. daB das 
Htoogtobm bovmen Ursprungs 1st 

«,&^°5'' I ^5 s ? ort - Mittd ^ einem der An- 
mZ2A« h ™ * Setoneeidmei, daB das 

w^f 5 } n ^ 0r d^PPlunR an die Hydroayet- 
hytetarke ate Desoxy-Hamogbbin vorfiegi 

sprfiche 1 bis 8, dadnrch gekennzeichnet. daB das 
HBrnogtobin vor der Kopplung an die Hydroxyet- 
b y^e als Mischung vonDe^xy-HaSoS. 
^SS^^S^h?*^ der Antefl 

von Oxy-HamoaJobm 3) bis 30% betrfigt 
t^erstoff-TVanspflrt-Mittei nacb einem der Aa- 
sprucne 1 . b» 7, dadurcb gekennzeichnet, daB das 

K|ootte eWmW UOd/0dCr 

^ SMerstoff-TVan^ort-Mittel nacb einem der An- 

jprtche t bis 8, dadnrch gekennzeichnet, daB die 

Hydroxyethylstarke ein mittterea Molekularee- 

wichtvonSbis40kDaaiiftrobt 

d^Sh gekennzeiclmet daB die HydrmOTthyi- 
^naamierea Molekulargewicbt^isS. 

XL SauOTtoMransport-Mittel nach dnezn der 
Ans^flje 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 

f^Jf JU bis <V8 und ein VerhfiJtnis von 
t^9-SnIwbtotion im Bereich von 2 bis 20, jeweila 
tezogen at^e Hydrozyethylgruppen aufweiat 
1Z Sauerctoff-lVansport-Mittel nach einem der 
^P*^ 1 bis 11, dadurch gekeimzeichnet daB 
daa Mnol f erner Albumin enthih. ^"^^ 080 
aSau^ff-Transpon-Mittei nach Answuch 12 
dad^ gokejutteichnet. daB das aSS, Ser£ 
nu^umin inenschlkhen, tierischen oder rebombi- 
nanten uraprangs ist 

R Sauerstoff-Trflmport-Mittel nach einem der 
Ampruche 12 oder 13, dadnrch gekennzeichnet 
dafl das Aibuinin In einer Konzentration rwischen 2 
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und20g/dLvoriiegt 12 

Msprtdte 12 bis 14, dadurcb gekennziw daB 
das GewKhtsverhiltalj von dem fSS-Sr 

obj Albums, vor Zugabe zu dem Konm^t in wfifl. 

AwprOche 1 bu 16, dadurcfa gekeuaeidujet dafi 
djr ftfttf ah wtBrige I^SffiSM! 

^ d» Hydroxyethylwarke koppefc 

"^AMpruch 18, daditrch gekam- 
0*2^? J" ^J 5 **"** der reduzierenden a 

gdemmM ^HytoaowhyUtarke ziofcfatt oh doer 

assays** ^ 

20. Verfahrea Bach einem der AnsprQcne 18 ©der » 

2**^22: Alnn »B TO PP«» des Htoogtobfaj 
"Aden In ooaberter Form voroogonden S 
readen Endgruppen der Hydroxyemylsarice 
^^mandi^Binzc^niS M 

^^2? .T em ^ Ansprtche 18 bis 20l 
^fr^ daB HamogtobU 
^Agen, tienschen odor rekombnS^^ 

^ Verfahrea nach einem der Ansprdche 18bl»2l 

24. Verfahrea nacfa einem der Ansprtfche 18 bis 23 
dadurrf . gefcennzeidme.. daB dTrSglobta™ 
der Kopplmjg an die HydroxyetbyteSrfc ab ,„ 

^y^ 8 ^ elDem der AnsprOche 18 bis 24 „ 

f"^ ahn i n Mdl dnem d« An»prfd»18 Ws2S 
dadwcfc gelcennzeidmei. daS dioH^taWhvL 

° 0 ^?°ktitutionsgrad von OJ bfa 

^Sd^^enTffjfodSr^- « 
«ach dan A^Subl^ & 52225 
Plaama-Eapander, Perf^SSI'^SS 



